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研究成果の概要（和文）：本研究は沖縄各地の遺跡より発掘されるジュゴン骨の古代DNAを対象とし、遺伝的多
様性の推定を目的とした。沖縄県の遺跡から出土した骨試料を対象に実験を行なった結果、数十塩基対程度の古
代DNAを抽出に成功した。本ミトコンドリアDNAデータと海外データを比較したところ、少なくともフィリピンを
除く他海域集団とは異なるSNPを持つという結果が得られた。一方、NGSによる分析を試みた結果、対象由来の
DNA回収量が予想を超えて遥かに微量であったことが影響し、詳細な分析が困難であった。2021年度からの研究
課題では、ジュゴンのゲノムデータ取得と利用を予定しており、NGSによる詳細な分析の実施ができると考え
る。 

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to estimate the genetic diversity of ancient 
DNA of dugong bones excavated from archaeological sites in various parts of Okinawa. As a result of 
conducting experiments on bone samples excavated from archaeological sites in Okinawa Prefecture, we
 succeeded in extracting ancient DNA of about several tens of base pairs. Comparing this 
mitochondrial DNA data with the published overseas data, it was found that the SNP was different 
from that of other marine populations, at least except for the Philippines. On the other hand, as a 
result of attempting analysis by NGS, detailed analysis was difficult due to the fact that the 
amount of DNA recovered from the subject was much smaller than expected. In the research project 
from 2021, we plan to acquire and use the dugong genome data, and we believe that detailed analysis 
by NGS will be possible.

研究分野： 古代DNA分析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
国際自然保護連合によって絶滅危惧種に指定されている本種は、各国で食性や生息域といった生態調査から、個
体群や地域集団のDNA分析など活発な研究活動が幅広く行われている。一方、わが国では目視観察や鳴音探知調
査といった生息状況調査の他は、環境省（2004）以降行われていなかった。現生ジュゴン最北の生息地である沖
縄近海を対象とし、かつ遺跡時代の個体を対象とした本DNA分析での成果は、得られたデータは僅かであった
が、遺跡骨から抽出できるDNAの状態を把握し、現在進めているNGS分析の貴重な基礎データとして活用されてい
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ジュゴン Dugong dugon (Müller, 1776)は、海牛目ジュゴン科に属する唯一の種で、国際

自然保護連合（IUCN）により絶滅危惧種に認定されており、わが国では沖縄近海にのみ、生
息が確認されている。現在、沖縄近海のジュゴンは絶滅の危機に瀕する状況であるが、新石
器時代から近代までの長い期間、琉球列島では貴重な動物性食糧源とされていた可能性が
高く、多くの遺跡や貝塚から骨の出土が報告されている。2001 年から 2003 年に実施された
「ジュゴンと藻場の広域的調査」（環境省，2004）では、本種の遺伝的特性も調査対象とな
り、沖縄の現代および遺跡出土試料（2体）のミトコンドリア DNA 一部領域の分析（100bps
程度）が行われた。結果として沖縄近海における現代の個体は、フィリピンの個体群とは若
干の相違をもちつつも、同様もしくは同じ塩基配列の組成を共有している可能性が示唆さ
れた。一方で、およそ数千年前の遺跡試料は、現在よりもはるかに遺伝的多様性の高い個体
群が生息していた可能性を示したが、極めてプレリミナリーな結果であり、先史ジュゴンの
詳細は明らかになっていなかった。 
２． 研究の目的 
現在の遺伝子解析技術は、次世代シークエンサー（NGS）の登場によって、これまでに比

べ解析能力、精度ともに飛躍的に向上し、幅広い分野で目覚ましい結果を産出している。本
研究では NGS 分析を活用し、現在、絶滅の危機にある沖縄ジュゴンの遺伝的多様性と変遷
を、主として遺跡出土骨を対象とし、ミトコンドリア全ゲノム配列から推定を行うことを目
的とした。 
３．研究の方法 
（１）DNA 抽出標本の選定 
 分析に関して快諾を頂いた沖縄県埋蔵文化財センターに所蔵されている標本から DNA 抽
出にあたった。標本の選定には上記センター研究協力者の意見を適時仰ぎ、サンプリングを
行った。 
（２）DNA の抽出と状態評価 
 抽出方法はこれまで数百の古人骨試料から微量な古代 DNA の抽出に成功している手法（①，
②，③ほか）を用いた。DNA の状態評価は申請者らが開発した手法（④）を応用し、ミトコ
ンドリアゲノム上の短鎖配列（50～100bp 程度）を増幅する PCR を実施した。短鎖の増幅に
成功した試料を優先的にライブラリ調整を行い、その調整には古代 DNA 分析用に改良した
（⑤）の手法を用いた。 
（３）DNA シークエンス 
 抽出できた DNA の状態を確認することも含め、ショットガンシークエンスにて NGS 分析
を実施した。ライブラリに含まれる DNA の断片長と濃度を確認した後、iSeq（Illumina）を
用い、ペアエンドリードで 150 塩基ずつシークエンスを進めた。ショットガンシークエンス
の結果が芳しくない場合 DNA の濃縮を行い、再シークエンスを想定した。 
（４）データ解析 
 得られた DNA 配列のマッピングやデータのフィルタリングは、各種ソフトウエア（FASTX-
toolkit,fastq_quality_trimmer など）を用いてトリミングを行った後、fastqjoin でマー
ジを行った。マージされたリードをジュゴンのミトコンドリアゲノム配列にマッピングし、
各試料のデータを取得。得られた塩基配列データを各遺跡間で比較し、個体間や遺跡間なら
びに年代の異なる遺跡間の分析結果の比較を行う計画とした。 
４．研究成果 
（１）APLP による抽出 DNA の評価と SNP の簡易判定 
 古代 DNA の残存している可能性が高いとされている硬質部の耳包骨と肩甲骨各 1 点、比
較的多く発掘される肋骨片 8 点、計 10 点の骨試料を対象に実験を行なった。DNA 抽出は上
記で記載された方法を用い、抽出 DNA の評価には通常の PCR 法と④に従い設計した APLP 法
(Amplified Fragment Length Polymorphism)を応
用して用いた。結果として、硬質の耳包骨をはじ
め、肋骨の 1点を除く 9試料から、通常の PCR 法
とAPLP法で50bp-90bp程度を増幅可能な古代DNA
が抽出できた。また、抽出できた試料における多
様性をこれまで公表されている世界各国のジュ
ゴンのミトコンドリア DNA データと APLP 法の結
果にて比較したところ、少なくともフィリピンを
除く東南アジアの集団とは異なる SNP（15996 が
T、15992 が C など）をいくつかもつ、という結果
が得られた（図 1、50bp-APLP の結果を示す）。 



（２）次世代シーケンサー(NGS)に よる分析 
 APLP-PCR により沖縄県東岸の平敷屋トウバル遺跡から出土した骨を対象に、次世代シー
ケンサー(NGS)による分析を行った。各試料のライブラリの作成後、インサートされている
DNA 配列の長さと濃度をそれぞれ計測・記録し、実験を進めた。1st PCR 後の諸情報の計測
後、目的とする配列のみを選択的に実験に用いるためサイズセレクションを行い、NGS を用
いたショットガン・シークエンスを実施し
た。結果として、APLP-PCR では 9 試料か
ら 50bp-90bp 程度の増幅は見られたが、
NGS 分析では 10 試料のうち 3 試料で、対
象とするミトコンドリア由来の配列が得
られたが、それぞれ 1から数リードと極く
わずかであり、以降の詳細な分析を進める
こと困難であった（図２）。原因として対
象由来の DNA 回収量が当初の予想よりも
少なく、ショットガンシークエンスでは分
析が難しかった可能性がもっとも高いと
考えられた。古代 DNA を抽出した際には多
くの場合、バクテリア由来の DNA が 99%を
閉めることが指摘されており(⑥)、得られたリードの割合から今回の実験も当てはまると
予想される。抽出できた僅かな古代 DNA を濃縮行うため、良好なジュゴン DNA（現生ジュゴ
ン試料）の獲得を行い、ベイトという手法を用いて濃縮処理（DNA チャプチャ）のための実
験を進めたが、DNA 抽出用試料の入手までに時間を要したこと、昨年発生し、未だ終息の様
子が見られない新型コロナウイルスの影響で試薬・消耗品等が枯渇していたことなどから
実験が大幅に遅れ、年度末となり、ようやく古代 DNA の濃縮処理に必要な試薬が整いつつあ
る状況にあった。 
本研究課題では、当初の目的を達成することは叶わなかったが、これまで多くの動物古代

DNA 分析で対象とするには困難と考えられてきた肋骨片から、絶対量は多くはないが、DNA
抽出に成功し、NGS 分析に進める可能性があることを明らかにできた。本種の古代 DNA 分析
には、濃縮処理が必須であるが、同処理とともに本種の全ゲノムデータをリファレンスデー
タとして活用することで、分析で得られた塩基配列データをリカバーし、多くの骨試料ミト
コンドリア全ゲノム分析が可能になるのでないかと考える。 
今後の研究課題では、ジュゴンの全ゲノムデータを取得し、その利用を目標としているた

め、DNA 濃縮試薬の作成とともに NGS による詳細な分析の実施が大いに期待できると考え
る。 
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